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la solution de chitine a et6 lyophilis£e, on obtient une structure de chitine qui 
constitue une eponge insoluble non bio-degradable, la chitine n'etant pas degrad6e 
par les enzymes pr&entes dans la peau humaine. Un gel de collagene de peau de 
poisson peut etre vers£ sur la couche ou feuille de chitine, que Ton laisse s6cher au 
5 refrigdrateur pendant environ une semaine. De ce fait, la couche de collagene est 
dense et n'est pas poreuse. Elle ne peut done pas etre ensemencee de cellules 
vivantes. Le lamine decrit dans ce document est un lamine inerte et.il n'est pas 
pr6vu qu'il puisse etre ensemenc6 de cellules vivantes et garder le caractere vivant 
de ces cellules contrairement k la presente invention decrite ci-apres. 

10 Or les inventeurs se sont aper$us de fa9on inattendue que les cellules 

humaines se developpaient tres bien sur ou a Tinterieur de certains supports 
constitu6s de collagene de poisson, de prdf&rence r6ticul6. Ce collagene marin est 
de preference issu de la peau de poisson de la famille des tSleosteens, plus 
particulierement des poissons prfisentant des zones de peau depigmentees, encore 

15 plus particulierement des poissons plats, en particulier ceux qui sont pechds de 
fa$on industrielle comme par exemple la sole, la limande, le turbot, le barbue et 
dont la preparation des filets implique un d£pe$age. Le poisson plat davantage 
prefere est la sole dont il est ais6 de decouper la partie ventrale de peau non 
pigments. 

20 De plus, les inventeurs ont pu mettre en Evidence que les cellules 

humaines cultivdes dans ces biomat6riaux conservaient un m&abolisme normal. 
La bio-compatibilit6 qui permet une conservation et une capacite de proliferation 
des cellules humaines vivantes avec du collagene extrait de la peau de poisson de 
la famille des t61eost6ens etait particulierement non dvidente pour un homme de 

25 Tart et cela encore plus, lorsque le collagene est r6ticul6 et notamment r6ticul6 
chimiquement, car en g6n6ral la reticulation du collag6ne rend ou risque de rendre 
le collagene reticule non bio-compatible, toxique vis a vis de cellules vivantes et 
en particulier de cellules humaines vivantes. 

Ces biomat&iaux prepares selon Tinvention a partir de collagene de 

30 poisson peuvent etre soit des films, soit des eponges comprimees, soit des 
matrices poreuses qui seront decrits ainsi que leurs modes de prdparation dans les 
exemples donnes ci-dessous. 

La pr6sente invention a pour but de resoudre le nouveau probleme 
technique consistant en la fourniture de nouveaux supports destines _ Tingenierie 

35 tissulaire apte a former de nouveaux biomateriaux, c ! est-a-dire zpte a permettre 
une bonne proliferation des cellules vivantes, normales ou modifiees 
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technique quelconque, cette caracteristique etant prise dans sa fonction et dans sa 
generality independamment du contexte de l'exemple. 

Selon un troisieme aspect, la presente invention couvre aussi un 
biomateriau, par exemple sous la forme d'un tissu conjonctif reconstitue, ou de 
5 peau reconstituee, caracterise en ce qu'il a et6 prepare a partir du collagene 
d'origine aquatique tel que precedemment defini dans tous ces aspects et tel qu'il 
resulte aussi de la description suivante comme pour le support du deuxieme aspect 
ci-dessus. 

Dans le cadre de la prdsente description et des revendications, 
10 l'expression "supports destines a l'ingenierie tissulaire" signifie un support qui sera 
utilise pour realiser la culture et la proliferation de cellules vivantes, normales ou 
modifies gdnetiquement, ou malignes, que ce soit in vitro ou in vivo, cette 
proliferation etant de preference appliquee in vivo sur un mammifere, comprenant 
un animal, mieux et de preference un etre humain. On comprend que l'invention 
15 trouve une utilisation particulierement pr6feree dans le cadre de l'ingenierie 
tissulaire pour la fabrication de biomat6riaux, par exemple sous la forme de tissus 
conjonctifs reconstitues ou de peaux reconstituees. Dans ce cadre, une premiere 
etape sera generalement une culture du support avec lesdites cellules vivantes in 
vitro pour aboutir a un biomateriau, par exemple sous la forme d'un tissu 
conjonctif reconstitue ou de peau reconstituee, puis, dans une deuxieme etape, 
l'utilisation de ce biomateriau en tant que tissu conjonctif reconstitue ou de peau 
reconstituee in vivo sur un mammifere, par exemple animal et de preference et 
mieux un etre bumain, afin de reconstituer un tissu conjonctif endommage ou 
supprim6 par chirurgie, ou de meme pour une peau reconstitu6e remplacant une 
25 zone de peau endommagee ou eliminee par voie chirurgicale pour une raison 
medicale quelconque. 

Avantageusement, le support destine a l'ingenierie tissulaire, ou mieux 
le biomateriau, qui se presente par exemple sous la forme d'un tissu conjonctif 
reconstitue, ou de peaux reconstituees, comprend des cellules soit obtenues 

30 sensiblement exclusivement a partir de sujets jeunes, soit obtenues sensiblement 
exclusivement a partir de sujets ages, en particulier pour etudier le processus du 
vieillissement tissulaire et en particuUer cutan6 et 6ventuellement tester l'efficacite 
d'ingredients ou principes actifs sur ce processus. 

On comprend ainsi que l'invention permet de resoudre dans l'ensemble 

35 de nouveaux problemes techniques 6nonces precedemment d'une maniere 
particulierement simple, a feible coflt, a faible risque de contamination et avec une 



20 
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capacit6 de differentiation du collagene aquatique relativement au collagene du 
mammifere, et de preference du collagene d\in etre humain, nouvellement 
synthetise lors de l'utilisation in vivo. 

En effet, la mise en ceuvre de collagene de poisson dans la realisation 
5 de tissus artificiels vivants apporte trois avantages essentiels par rapport a la 
source mammifere : 

. La peau de poisson matiere premiere gen6ralement utilisee, peut etre obtenue en 
abondance dans des conditions de grande proprete. 

10 

. Le danger de contamination infectieuse est tr6s faible. En particulier le risque de 
transmission d'agents de type prion est inconnu a ce jour. 

. Enfin, le collagene de poisson ayant une composition en acides amines 
15 relativement 61oignee de celle du collagene humain les deux proteines peuvent 

etre difF6renciees de fa$on relativement ais6e grace k des anticorps specifiques. 

Cette m&hodologie sera tr^s precieuse en particulier dans les tests « in vitro » ou 

dans les 6tudes de cicatrisation « in vivo ». 

En outre, Temploi de collagene marin va rendre rimmunomarquage 
20 tres efificace et permettre la differenciation du collagene marin relativement au 

collagene nouvellement synth6tis6. 

Le collagene de poisson a une structure native qui le protege de la 

d6gradation enzymatique due aux proteases et qui lui confere une grande partie de 

ses propriet^s m^caniques. II sera done tr£s important lors des operations de 
25 l'extraction et de la purification que les traitements utilises alterent le moins 

possible la structure de la proteine. Cela signifie que la structure h£licoidale ainsi 

que les reticulations inter et intramolSculaires soient le plus possible presences. 

Pour cela, les inventeurs ont plus particulierement mis en oeuvre le proced6 decrit 

dans le brevet US N° 5331092 delivre le 19 juillet 1994. Neanmoins, pour des 
30 applications particulieres, i'emploi de collagene partiellement dereticule pourra 

etre envisage, par exemple de Tateiocollagene, e'est-a-dire du collagene ayant 

perdu une partie de ses telopeptides. 

Ensuite, pour la plupart des applications d'ingenierie tissulaire les 

propri£t6s mecaniques du collagene seront renforcees et sa resistance a la 
35 digestion enzymatique augmentee soit par des techniques de reticulation 

chimiques et/ou physiques, soit par adjonction de macromoiecules naturelles ayant 
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cle fortes interactions avec ia proteine soit enfin par une combinaison des deux 
proced6s. 

La protection du collagene de poisson sera d'autant plus importante 
que sa stabilite naturelle est plus faible que celle du collagene de mammifere. 
5 Cette derniere caracteristique est due a un taux plus faible d'hydroxyproline. 

Les biomateriaux pr6c6demment d6crits pourront etre ensemences 
avec des cellules vivantes et donneront ainsi naissance a des tissus artificiels 
vivants qui pourront §tre utilises soit dans le domaine des tests « in vitro »soit 
dans le domaine pharmaceutique pour la reparation des tissus 16s6s. 

10 D'autres buts, caracteristiques et avantages de Tinvention apparaitront 

clairement a la lumiere de la description explicative qui va suivre faite en 
reference aux exemples de realisation de forme de collagene d'origine aquatique 
pouvant etre utilise dans le cadre de Tinvention pour la realisation des supports 
destines a l ! ing6nierie tissuiaire, et constituant ainsi de tels supports ainsi que des 

15 biomateriaux, donn6s simplement a titre d ! illustration et qui ne sauraient done en 
aucune fa9on limiter la port6e de l'invention. 

Dans les exemples, ia temperature est donn6e en degr6 Celsius, la 
pression est la pression atmospherique, et les pourcentages sont donnes en poids 
sauf indication contraire. 

20 Les exemples l a 13 constituent bien entendu des exemples de 

preparation de collagene utilisable comme support d'ingenierie tissuiaire selon 
l'invention. 

Les exemples 14 a 16 constituent des essais notamment comparatifs, 
dans le cadre de I'utilisation de ce collagene d'origine aquatique, sous les formes 
25 pr6par6es dans certains des exemples 1 a 13, dans le cadre de la realisation de 
supports destines a Tingenierie tissuiaire. 

Dans les figures annex6es : 

-la figure 1 represente la proliferation des fibroblastes humains 
normaux en derme equivalent, avec le temps exprime en jour et en abscisse et la 
30 densite optique x 1000 en ordonnees avec des unites augmentant de 100 ; la 
courbe avec les losanges est celle qui est obtenue en utilisant comme support une 
matrice poreuse de collagene aquatique, ici de poissons, et la courbe avec des 
carres est obtenue avec du collagene bovin ; et 

- la figure 2 repr6sente une courbe de proliferation similaire de 
35 fibroblastes en derme equivalent avec en abscisse le temps exprime en jour et en 
ordonnees la fluorescence exprimee en unite internationale, commen9ant a 15.000 
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avec des unites augmentant de 10.000 ; la courbe avec les losanges pleins 
reprdsente la fluorescence obtenue dans le cadre de l'essai 1 ; la courbe avec le 
carre celle obtenue avec Tessai 2 ; la courbe avec les triangles vides &ant obtenue 
avec Pessai 3 et enfin la courbe avec les croix etant celle obtenue avec l'essai 4. 

5 

EXEMPLE 1 

Preparation d'une matrice poreuse en collagfene natif aquatique 

Le coilagene etant obtenu selon la technique du brevet US 5331092 
accorde le 19 juiliet 1994 
10 A - Ob ten tion du coilagene natif aquatique 

Un gel de coilagene est pr£par£ a partir de peaux ventrales de sole broyees 
puis lav£es avec un tampon phosphate pH 7.8 dont la composition est : 
0.78 g/1 de dihydrog&iophosphate de potassium et 21.7 g/1 de 
monohydrogenophosphate disodique. Le lavage s'effectue sous agitation 
15 pendant une heure & raison de 5 1 de tampon pour 1 kg de broyat. Le 

phosphate est ensuite elimin6 par deux lavages successifs a Teau permutee, 
puis par une centrifiigation en continu & 4000 t/mn (decanteur Rousselet), a 
raison de 5 1 d'eau pour 1 kg de broyat. 

Le broyat est alors acidifife par une solution d'acide ac6tique 0.25 M a raison 
20 de 1 kg de broyat pour 10 1 de solution. Le gel est alors centrifuge a 

4000 t/mn pendant 5 urn. 

Le gel qui sera utilisd est constitue par le surnageant obtenu dont la 
concentration en coilagene est comprise entre 0.5 et 2 %. 

25 B - Preparation de la matrice poreuse £ partir du gel de coilagene obtenu 
precedemment 

Ce gel est coule dans un plateau de lyophilisation a raison de 20 g/cm 2 . H est 
alors lyophilis6 spres congelation ^ -30° C et chauffage k + 32° C. La 
lyophilisation dure au total 16 hemes sous une pression de 400 microbars. 
30 La matrice obtenue est alors reticutee par d6shydratation hydrothermique 

(DHT). Celle»ci consiste en un chauffage dans une etuve a 110° C sous un 
vide de 400 microbars pendant 16 heures. 
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EXEMPLE 2 

Preparation d'une matrice poreuse reticulee grace au diphenylphosphorylazide 
(DPP A) scion la technique d6crite dans le brevet europeen N° 466 829 du 
24 iuillet 1996 

5 

La matrice de collagene de Texemple 1 est incub6e 24 h dans une solution 
renfermant 5 & 250 nl de DPPA/g de collagene contenu dans. 100 ml de 
dimethylformamide (DMF). Le collagene est ensuite ddbarrasse du DPPA 
par rinpage dans 100 ml de DMF. Le DMF est ensuite 61imin6 par rin?age 
10 dans 100 ml d'une solution de tampon borate pH 8.9 (tetraborate de sodium 

0.04 M, acide borique 0.04 M). 

Le collagene est finalement incube pour une nuit dans le meme tampon 
borate. Enfin le tampon borate est 61imin6 par rin$age h l'eau permutee en 
continu pendant 6 h. 

15 

EXEMPLE 3 

Preparation d'une matrice poreuse reticulee par le carbodiimide et le N- 
hvdroxvsuccinimide 

La matrice de collagene aquatique de Texemple 1 est reticulee avec de 
20 TEDC (Ethyldimethylaminopropyl carbodiimide) a la concentration de 0.23 

a 0.69 g/g de collagene, et avec du NHS (N-hydroxysuccinimide) a la 

concentration de 0.42 g/g de collagene. 

Apr£s rinfage k Teau permutee, le collagene est a nouveau lyophilise. 

25 EXEMPLE 4 

Preparation d'une matrice poreuse reticulee par le plutaraldehvde 

La matrice poreuse de collagene aquatique de Pexemple 1 est reticulee 
pendant 24 a 96 h dans une solution contenant 0.6 a 1 % de GTA a 20°C. 
Aprfcs rin?age avec l'eau permutee, le collagene est a nouveau lyophilise. 

30 

EXEMPLE 5 

Matrice poreuse pr6paree avec le collagene natif aquatique de l'exemple 1 en 
association avec du chitosane et un glvcosaminoglycanne comme d6crit dans le 
brevet europeen du 29 mai 1991 N° 296078 
35 A 600 g de gel a 1.5 % de collagene, sont ajoutes 2.5 g de chitosane dissous 

dans 356 ml d'eau et 1.9 ml d'acide acetique, puis une solution renfermant 
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I g de chondroitine 4 sulfate contenu dans 400 ml d'eau permutde. Le 
melange dont le pH est d'environ 4.0 est ensuite agite puis lyophilise. 
L' 6ponge obtenue est rSticulee par DHT. 

5 EXEMPLE 6 

Matrice poreuse d6crite dans Texemple 1 surfacee avec un film de collagene 

A - Preparation du film 

10 Le gel de collagene dont la matiere s£che est comprise entre 0.3 et 0.8 % est 

seche dans une etuve a 30° C ou sous hotte k raison de 0.5 g de gel/cm 2 de 
plateau. 

Dans le gel de collagene il est possible d'ajouter de 10 a 40 % de glycerol. 
Le collagene s6ch6 dans ces conditions forme un film transparent 

15 

B - Association du film avec la matrice poreuse d&rite plus haut 

Le gel de coilagdne aquatique natif de 0.5% a 2% en matiere seche, est 
d6pose & raison de 0.5g par cm2 dans un plateau de lyophilisation, puis le 
20 film de collagene est d6pos6 sur ce gel et l'ensemble est lyophilis6. 

Le lyophilisat obtenu est r6ticule par DHT. 

EXEMPLE 7 

Matrice poreuse pr6paree avec un gel de collagene acido-soluble surfacfee avec un 
25 film de collagene 

Le procede est celui indique dans Texemple 6, la seule difference 6tant 
constituee par la nature du gel coule sur le film qui est constitud de 
collagene acido-soluble pr6par6 selon une technique bien connue de 
i'homme de Tart. 

30 

EXEMPLE 8 

Matrice poreuse pr6par6e avec un gel d'atelocollagene ou surfac6e avec un film de 
collagene 

Le proced6 est celui indique dans I'exemple 6, la seule difference etant 
35 constituee par la nature du gel coul6 sur le film qui est constitu6 
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d'atSiocoilagene c'est4-dire de collagene sans telopeptide prepare selon une 
technique bien connue de I'homme de Tart. 

EXEMPLE 9 

5 Matrice poreuse constitu6e de collagene assocife avec du chitosane et un 
glycosaminoglvcanne surfacee avec un film de collagene. 

Le precede est celui indique dans l'exemple 6, mais dans ce cas le gel coule 
sur le film du collagene est constitu6 de collagene, de chitosane, d'un 
glycosaminoglycanne. La preparation de ce gel est decrite dans l'exemple 5. 

10 

EXEMPLE 10 

Toutes les matrices poreuses surfac6es avec un film de collagene decrites 
prdcedemment peuvent etre r6ticul6es selon les techniques decrites dans les 
exemples 2, 3 et 4. 

15 

EXEMPLE 11 

Matrice poreuse en collag&ne seul decrite dans l'exemple 1 surfac6e avec une 
6ponge de collagene comprimee. 

20 A - Preparation de Peponge comprimee 

Le gel de collagene pr6par6 comme dans l'exemple 1 et ay ant une matiere 
sdche comprise entre 0.3 et 1.5 % est lyophilise de fa9on a obtenir une 
6ponge ayant un poids compris entre 0.5 et 2 g/cm 2 . 
25 Le lyophilisat est comprime pendant 5 a 60 secondes, k une temperature 

comprise entre 20 et 60° C et une pression situ6e entre 50 et 200 bars (50 a 
200.10 5 Pa). 

B - Association de Peponge comprimee avec la matrice poreuse 

30 

Le gel de collagene decrit dans l'exemple 1 est depose a raison de 0.5 g par 
cm 2 dans un plateau de lyophilisation. L'6ponge comprimee est alors 
deposde sur ce gel et 1' ensemble est lyophilise. Une 6ponge poreuse de 
collagene surfac6e avec une eponge comprimfee de collagene est ainsi 
35 obtenue. L'ensemble est reticul6 par DHT comme decrit dans l'exemple 1 . 
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EXEMPLE 12 

Matrice poreuse constitute de collag&ne. de chitosane et de glvcosaminoglycanne 
telle que d6crite dans Texemple 5 et surfacee avec Teponge comprim6e. 

Le gel de collagene, de chitosane et de glycosaminoglycanne, prepare selon 
5 le proc6d6 de Texemple 5 est d6pos6 & raison de 0.5 g par cm 2 dans un 

plateau de lyophilisation, puis P6ponge comprim6e est d6posee sur ce gel et 

Pensembie est lyophilise. Le lyophiiisat est alors r6ticule par DHT comme 

d6crit dans Pexemple 1. 

10 EXEMPLE 13 

Toutes ies matrices poreuses surfacees avec une eponge de collagene comprimee 
d6crites plus haut peuvent etre reticul6es selon les techniques d6crites dans les 
exemples 2, 3 et 4. 

15 EXEMPLES 14 A 16 : Essais de comparaison du m&abolisme cellulaire entire 
les matrices collageniques bovines et aquatiques 

EXEMPLE 14 : ESSAI DE VIABILITE CELLULAIRE DE FD3ROBLASTE 

I - Pr6paration des dermes 6quivalents 

20 Pour cet essai de comparaison, on fabrique d'une part une matrice 

poreuse aquatique r6ticul6e au DPP A, selon Texemple 2. 

A titre de comparaison, une fabrique une matrice poreuse comparative 
avec du collagene d'origine bovine, dite matrice bovine, 6galement r6ticul6e au 
DPP A, dans les mfimes conditions que celles de l'exemple 2. 

25 On prend des fibroblastes hmnains normaux issus d*un pool de 

donneurs jeunes utilise au T*"* passage et que Ton ensemence dans chacune des 
matrices aquatique et bovine, a raison de 250 000 cellules par cm 2 dans le cas de 
T6tude de proliferation et de synthese prot6ique, et que Ton ensemence a raison de 
300 000 cellules par cm 2 pour les matrices aquatique et bovine destin6es aux 

30 etudes dlristologie. 

On effectue la culture de ces matrices respectivement aquatique et 
bovine dans du milieu compos6 de DMEM/HAM F 12 dans un rapport 50/50 (v/v) 
additionne de 10 % de serum de veau foetal, 100 Ul/ml de penicilline, 25 jig/ml 
de gentamycine, 1 fig/ml damphotericine B, 50 fig/ml de vitamine C. 

35 On r6alise cette culture pendant 1 mois en changeant le milieu de 

culture 3 fois par semaine. 
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II - Analyses realisees 

1) Mesure de la viabilit6 cellulaire par reaction au MTT 

On ajoute 1 % en poids de MTT (c'est-a-dire le 3-(4-(dimethylthiazol- 

2-yl)2,5-diph6nyit6trazolium bromure) dans le milieu de culture. 
5 On rdalise une incubation pendant 2,5 heures a 37°C. 

Apr6s incubation pendant cette duree, la densite optique du produit de 

transformation (bleu formazan) est lue a 550 nm apres solubilisation dans le 

DMSO. 

La densite optique obtenue est proportionnelle a Tactivite des 
10 succinate-deshydrog6nases qui sont capables d'effectuer la transformation du sel 
de t6trazolium MTT jaune clair en cristaux bleus de formazan. 

La viabilite cellulaire a ete realisee apres 1, 5, 7, 22 jours et un mois 

de culture. 

Pour determiner les valeurs moyennes, on a realise 6 6chantillons pour 
15 chaque matrice. 



TABLEAU I 
DE RESULT ATS 



Jours 


Matrice 


Deviation au 


Matrice 


Deviation standard 




aquatique 


standard moyenne 


bovine 


moyenne 


1 


487 


24 


403 


40 


5 


604 


19 


393 


59 


7 


520 


56 


398 


64 


22 


608 


30 


680 


40 



20 

Ces resultats font 6galement l'objet des courbes de la figure 1 annex6e. 

On notera que la courbe avec les losanges est celle obtenue avec la 
matrice aquatique et la courbe avec les cair6s est celle obtenue avec la matrice 
bovine. 

25 On observe a partir des resultats que de maniere totalement 

surprenante, la matrice aquatique non seulement constitue un support permettant 
la survie de fibroblastes humains normaux mais aussi la proliferation cellulaire de 
ces fibroblastes humains normaux, tout en constituant m&ne un support de culture 
bien meilleur pendant les trois premieres semaines. 
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II peut done etre conclu de ces essais que le collagene aquatique est, 
de manure surprenante, particulierement adapte pour realiser un support 
d'ingenierie tissuiaire en particulier pour des applications in vitro et mSme et 
surtout in vivo pour constituer des biomat&riaux contenant des cellules vivantes et 
5 en particulier et de preference des cellules vivantes d'Stres humains. 

2) Mesure des synthases proteiques 

La synthase des proteines secretees pendant 3 jours dans un milieu de 
culture sans s6rum de veau foetal a et6 evahtee apr&s un mois de maturation des 
10 dermes Equivalents, tels qu'obtenus apres le mois de culture dans les conditions 
rapportees ci-dessus dans la preparation des dermes equivalents. 

Le dosage est realis6 par la m6thode du microBCA de Pierce. 

Paraltelement, la densite cellulaire a 6te evaluee par un test au MTT 
dans les conditions dfecrites ci-dessus. 
15 La teneur en prolines relative correspond a la teneur proteique 

ramen6e a 1 unite de densite cellulaire exprintee en densite optique ou DO, afin de 
raisonner a concentration cellulaire 6quivalente. Les r6sultats obtenus sont 
r6pertorids au tableau II ci-apres : 

20 TABLEAU n 

RESULTATS DE SYNTHESE PROTEIQUE 



Collagene du support 


Matrice 
aquatique 


Matrice bovine 




Moyenne 


* 


Moyenne 


* 


Densite cellulaire 
(DO) 


2,12 


0,09 


1,91 


0,13 


Prot6ines (ug/ml) 


494 


48 


499 


32 


Teneur en protdines 
relative 


233 


18 


262 


23 



* : Deviation standard moyenne 

25 

Comme pour le tableau I, la moyenne r6sulte d'une moyenne realisee 
sur 6 6chantillons. 
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3) Histologic 

Les dermes equivalents obtenus apres culture pendant 21 jours de 
culture a partir des matrices en collagene aquatique et bovin sont fixes dans une 
solution a 2 % en paraformaldehyde puis post-fix6s dans une solution de tetroxide 
5 d'osmium, dehydrates, inclus en Epon, coupfes et observes en microscopie 
electronique a transmission (Jeol 1200) au CMEABG (Lyon, France). 

Conclusions 

Ces r6sultats indique une tres bonne colonisation des matrices 
10 tridimensionnelles qu'elles soient aquatiques ou bovines. Apres trois semaines de 
culture, la densite cellulaire est equivalente dans les deux types de matrices. 
Toutefois, il semble que la matrice aquatique permette une meilleure adhesion 
cellulaire en debut ^experimentation comme 1'indique V6tude de proliferation lors 
de la premiere serhaine de culture et ainsi une meilleure colonisation pour des 
' 15 temps courts de culture. 

En ce qui concerne les syntheses prot6iques, apr£s un mois de culture 
les capacity de synthese des fibroblastes (teneur en prolines relative) sont 
egalement 6quivalentes. 

Ces r6suitats indiquent que les matrices de collagene aquatique mises 
20 au point ont permis la preparation de dermes equivalents de bonne quality ; les 
r6sultats obtenus avec ces matrices 6tant comparables a ceux obtenus avec des 
matrices de collagene bovin. 

En microscopie Electronique a transmission, les fibroblastes ont pu 
etre observes dans les matrices d ! origine bovine et aquatique. Dans les deux types 
25 de matrices, on note la presence d'une abondante matrice extracellulaire 
n6osynth6tis6e. On peut diff6rencier la matrice extracellulaire neosynthetisfee 
giice a la striation pdriodique des fibres de collagene depose comparativement 
aux amas collag6niques formant la matrice tridimensionnelle de Teponge de 
depart. 

30 

EXEMPLE 15 

Influence des differents types de reticulation des matrices collapeniques 
aquatiques sur la viability cellulaire 

Pour etudier Tinfluence des differents types de reticulation des 
35 matrices collageniques aquatiques sur la viabilite cellulaire, on procede aux essais 
suivants : 
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D Preparation des dermes equivalents 
a) Support ou matrice utilise 

On prepare divers supports ou matrices de collagene en utilisant 
diverses proportions de collagene dans le gel de collagene servant a fabriquer la 
5 couche ou matrice poreuse et en utilisant eventuellement un agent de reticulation 
different, comme suit : 

1) Essai 1 

Pour cet essai, on fabrique une matrice poreuse sous forme d'eponge 
poreuse a partir d ! un gel de collagene aquatique prepare a partir de 1,3 % en poids 
10 en collagene aquatique, que Ton congele a -80°C et que Ton soumet a une 
lyophilisation standard conforme a Texemple 2 et que Ton soumet ensuite a une 
reticulation au DPPA a une proportion de 250 fil/g d ! 6ponge k Tetat sec. 

2) Essai 2 

15 Pour cet essai, on prepare un support poreux sous forme d'eponge 

aquatique a partir d'un gel de collagene aquatique comprenant 0,7 % en poids de 
collagene aquatique, que Ton soumet k une congelation k -80°C, puis a une 
lyophilisation standard et une reticulation au DPPA a 250 jil/g sec comme dans 
Tessai 1. 



20 



25 



3) fessai3 

Pour cet essai, on procede comme pour Tessai 1, si ce n'est que la 
reticulation a lieu avec l'EDC, selon 1'exemple 3, a une proportion de 0,46 g/g 
d'eponge seche. 



4) Essai 4 

On prepare un support poreux comprenant une eponge de collagene 
aquatique obtenu k partir d f un gel de collagene aquatique comprenant 1,1 % en 
poids de collagene aquatique, que Ton soumet a une congelation k -80°C, puis k 
30 une lyophilisation standard et k une reticulation au DPPA a 250 \x\/g sec comme 
dans Tessai 2, la difference r6sidant dans une proportion de 1,1 % en poids de 
collagene aquatique. 

Dans Tensemble de ces essais, le collag6ne aquatique est issu, comme 
dans Texemple 2, de la peau ventrale de sole. 
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b) Culture des fibroblastes sur ces matrices 

On utilise, comme dans l'exemple 14, des fibroblastes humains 
normaux mais qui sont pr61ev& au 8°™ passage. 

On realise un ensemencement a raison de 275 000 cellules par cm 2 . 
5 Le milieu culture est compose de DMEM/HAMF12 50/50 (v/v) 

additionne de 10 % en poids de serum de veau foetal, 100 Ul/ml de p&iicilline, 
25 fig/ml de gentamycine, 1 |ig/ml d'amphotericine B, 50 ^g/ml de vitamine C. 

On realise la culture pendant 1 mois en changeant de milieu 3 fois par 

semaine. 

10 Pour chaque essai, on utilise 4 matrices afin d'effectuer une moyenne 

pour chaque type d'essai et mesurer la deviation standard moyenne. 

ID Analyses rdalisees 

Mesure de la viabilit6 cellulaire par reaction £ TAlamar Blue fmarqueur 
15 d f oxvdor6duction) 

L'Alamar Blue est ajout6 a raison de 2 % en poids dHin milieu de 
culture utilis6, au moment oii Ton souhaite mesurer la viabilite cellulaire sur un 
pr616vement r6alis6 sur le milieu culture. 

Apres incubation a 2 h 20 a 37°C, on lit la fluorescence, sur la base 
20 d ! une excitation a 530 nm et une Emission k 590 nm). 

L'intensit6 de la fluorescence obtenue est proportionnelle a Tactivite 
m&abolique des cellules. 

On effectue la mesure de la viabilite cellulaire sur 10 echantillons 
aprfes 1, 4 6, 1 1 17 jours de culture. 
25 Les r6sultats sont exprimSs au tableau EH ci-apr6s. 

Les r6sultats sont indiques en unite internationale de fluorescence en 
fonction du temps. 
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TABLEAU m 
VIABILITE CELLULAIRE (u I fluorescence) 



Temps 
Qours) 


ESSAI1 


ESSAI2 


ESSAI3 


ESSAI4 




Moyenne 


SD* 


Moyenne 


SD* 


Moyenne 


SD* 


Moyenne 


SD* 


1 


21734 


1184 


30535 


1888 


25528 


6820 


28461 


3805 


4 


31611 


920 


35623 


3544 


36404 


3570 


45126 


2930 


6 


43144 


2500 


35244 


2095 


37819 


4170 


41254 


3396 


11 


42808 


1481 


38532 


2537 


42442 


3112 


44508 


2329 


17 


45484 


2426 


45094 


1470 


43963 


8285 


43939 


4521 


Ordre 


1 




2 




3 




4 





5 * : Deviation standard 

Les r6sultats du tableau 3 font aussi l'objet de la figure 2 annexee. 

lis montrent les courbes de prolifi&ration fibroblastique en derme 

equivalent. 

10 La courbe en losange plein est celle realis6e avec l'essai 1 ; la courbe 

en carr6 plein est celle r&ilisee avec l'essai 2 ; la courbe en triangle est celle 
reaiis6e avec l'essai 3 et la courbe avec les croix est celle realis6e avec Tessai 4. 

Le temps est exprime en jour en abscisse et la fluorescence en UI avec 
une echelle d&narrant a 15 000 et augmentant par unite de 10 000 jusqu'a 55 000. 

15 Les r£suitats permettent d'aboutir aux conclusions suivants. 

Conclusions 

Les resultats indiquent les differentes matrices pr6parees peuvent 
permettre une bonne croissance fibroblastique apres 17 jours de culture. Quelle 
20 que soit la pr6paration des matrices collageniques aquatiques, les fibroblastes 
adherent bien a leur support tridimensionnel et se divisent tr£s rapidement afin de 
coloniser la matrice. 

Le profil de proliferation est tres 16gerement variable d'un type de 
matrice a Tautre mais aprfe 17 jours de culture, la density fibroblastique est 
25 comparable quel que soit le proc6de de fabrication. 4 

Les differents types de reticulation employ6s r£alis6s soit avec le 
DPPA ou avec TEDC ne semblent pas influencer le renouvellement cellulaire. 
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Apres pratiquement 3 semaines de culture, la stabilite des matrices est excellente, 
a savoir peu de digestion, peu de contraction. 

EXEMPLE 16 : 

Essai demontrant les avantages du collagfrie aquatique pour la mise en evidence et 
le dosage du collag&ne humain neosvnth6tis6 

Cet essai est similaire k celui de Uexemple 14, si ce n'est que Ton 
effectue une histologic avec immuno-marquage. 

L'essai a lieu de la mani&re suivante : 

1) Preparation des dermes equivalents 

H s'agit de dermes equivalents de Texemple 14, la culture 6tant realisee 
dans les conditions de Vexemple 14. 

Cette culture est done effectuee pendant trois semaines en changeant 
le milieu trois fois par semaine, Tensemencement des fibroblastes humains 
normaux ayant eu lieu k 300.000 cellules par cm 2 comme cela etait indique dans 
Texemple 14. 

2) Histologie 

a) Histologie classique 

On realise la fixation avec le paraformaldehyde k une teneur de 4 % en 
poids , on realise ensuite une deshydratation et une inclusion en paraffine. 

On effectue ensuite des coupes a 7 \im et une coloration Mallory 
Haidenhain apres deparaffinage et r6hydratation. 

Immunomarquage 

On fixe egalement avec le paraformaldehyde a 4% en poids, on 
realise une inclusion en Tissue Tek OCT compound, c f est-a-dire un liquide 
d f inclusion fourni par Miles, Elkhart, Indiana, USA, et une coupe a froid a 7 fim. 



i. Avec un premier anticorps anti-collag^ne de type I humain de lapin (dilution 



Uimmunomarqxiage est effectue de la manidre suivante : 



1/40) 
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ii.Un deuxieme anticorps anti-lapin conjugu6 FITC (Fluoresc&ne Iso 
ThioCyanate) (dilution 1/160) 

Contre coloration avec DAPI (4 , ,6-diamidino-2-phenylindole, dilactate). 

5 

3) R6sultats 

On constate que les support constitues respectivement par une matrice 
aquatique et une matrice bovine forment des pores plus ou moins laches dans 
lesquels viennent adherer les fibroblastes. 
10 En surface, on note une proportion plus importante de fibroblastes 

formant un surfa9age favorable du derme Equivalent pour la r6alisation d'une peau 
reconstruite. La repartition des fibroblastes est homogene dans les eponges 
aquatique et bovine. 

En immunomarquage, on constate que la matrice form6e de collag&ie 
15 bovin est marqu6e par l'anticorps anti-collagene de type I humain (croisement). 

Par contre, la matrice d'origine aquatique n'est que tres feiblement 
marquee par l'anticorps anti-collag£ne humain. 

L'utilisation des Sponges compostes de collag&ie aquatique est done 
favorable £ la mise en Evidence de la matrice extracellulaire nEosynthetisee. 
20 Ces r6sultats s'expliquent par les travaux du Professeur Hartmann sur 

les reactions des diffcrents antigEnes par rapport aux diflf6rents anticorps 
determines par les mesures des densit6s optiques apres immunomarquage donn6es 
au tableau IV dit de Hartmann ci-aprEs : 
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TABLEAU IV 
Reaction croisee humain. boviru poisson (test Elisa) 



Antigenes 


Collagene 


Collagene 


Collagene 


Anticorps 


I sole 


I humain 


Ibovin 


20111(225) 








1/25 


190 


> 


815 


1/50 


210 


> 


548 


1/100 


73 


1233 


234 


1/200 


43 


605 


136 


1/400 


56 


326 


165 


50121 (03) 








1/25 


180 


1550 


> 


1/50 


130 


1094 


> 


1/100 


158 


536 


> 


1/200 


96 


305 


967 


1/400 


109 


215 


728 


50171 (01) 








1/25 


1880 


64 


73 


1/50 


1043 


193 


32 


1/100 


571 


51 


33 


1/200 


523 


51 


87 



(> : densit6 optique superieure a 2000) 

5 

Les r6sultats sont exprimes en D.O. x 10 3 (densite optique a 
X = 450 nm) 

Leeendes : 201 1 1 (225) : anti-collagene I humain 
50121 (03) : anti-collagfene Ibovin 
10 50171 (01) : anti-collagene I poisson (sole) 

De ce tableau de resultats, ii ressort que quel que soit Tanticorps (anti- 
collagene type I humain, anti-collag£ne type I bovin, anti-collag6ne type I de sole), 
en immunomarquage, la difference est beaucoup plus importante entre le 
15 collagene humain et le collagene de sole qu'entre le collagene humain et le 



^ 
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collagene bovin. II en resulte que dans une matrice de collagene de poisson, le 
collagene synthetise par les fibrobiastes humains pourra etre mis en evidence 
beaucoup plus aisement. Ceci confinne les resultats decrits pr6cedemment obtenus 
par un immunomarquage par Tanticorps anti-collagdne de type I bumain du 
5 collagene synth6tis6 dans la matrice de collagene de poisson, ce qui constitue un 
r6sultat particuiierement inattendu et avantageux de l f invention. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation de collagene d'origine aquatique, de preference issu de la 
peau de poisson de la famille des te!6ost6ens, pour la realisation de supports 

5 destines k ring&iierie tissulaire. 

2. Utilisation selon la revendication I, caracterisee en ce que le 
collagene est obtenu a partir de la peau de poisson de la famille des l61eost6ens, 
plus particulierement des poissons presentant des zones de peau depigment6e, 
encore plus particulierement des poissons plats, en particulier ceux qui sont 

10 peches de fafon industrielle comme par exemple la sole, la Umande, le turbot, le 
barbue, de preference la sole. 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que le 
collagene a sa resistance m£canique renforcee ou sa resistance a la digestion 
enzymatique augmentee soit par une reticulation chimique et/ou physique, soit par 

15 adjonction d'une macromoiecule naturelie ayant de fortes interactions avec le 
collagene, soit par une combinaison des deux precedes. 

4. Utilisation selon Tune des revendications 1 & 3, caracteris6e en ce 
que le collagene est utilise sous forme d'une matrice poreuse preparee a partir d ! un 
gel de collagene soumis de preference h une etape de lyophiiisation. 

20 5. Utilisation selon la revendication 4, caracteris6e en ce que la 

matrice poreuse precitee estreticulee par une reticulation physique, de preference 
par deshydratation hydrothermique ou DHT. 

6. Utilisation selon la revendication 4 ou 5, caracterisee en ce que la 
matrice poreuse precitee est reticuiee par une reticulation chimique, de preference 

25 au diphenylphosphorylazide ou DPPA ou par un carbodiimide ou le N- 
hydroxysuccinimide ou par le glutarald6hyde. 

7. Utilisation selon Tune des revendications prec6dentes, caracteris6e 
en ce que le collagene pr6cit6 se presente sous forme d'une matrice poreuse 
preparee a partir de collagene aquatique de preference natif, melange avec du 

30 chitosane et eventuellement au moins un glycosaminoglycanne de preference le 
chondroitine sulfate. 

8. Utilisation selon Tune des revendications prec6dentes, caracterisee 
en ce que le collagene pr6cite se presente sous forme d'une matrice poreuse 
preparee a partir d'un gel de collagene, ladite matrice poreuse etant revetue sur au 

35 moins une face dune membrane essentiellement compacte coliagenique realisee 
soit par un film coliagenique prepare par sechage, de preference a Tair ou dans un 
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fluide gazeux, d"un gel de collagene, soit par une eponge collagenique tres 
fortement comprim6e. 

9. Utilisation selon la revendication 6, 7 ou 8, caracterisee en ce qu'au 
moins une des deux couches, respectivement la couche poreuse et la membrane 

5 essentiellement compacte, comprend des cellules vivantes, normales ou modifiees 
genetiquement, ou malignes, en particulier provenant de sujets jeunes ou de sujets 
ages. 

10. Utilisation selon la revendication 9, caracterisee en ce que les 
cellules vivantes sont choisies parmi le groupe consistant de fibroblastes, 

10 keratinocytes, melanocytes, cellules de langerhans d'origine sanguine, cellules 
endothelials d'origine sanguine, cellules sanguines, en particulier macrophages ou 
lymphocytes, cellules de langerhans d ! origine sanguine, cellules endoteliales 
d f origine sanguine, cellules sanguines, adipocytes, sebocytes, des chondrocytes, 
des cellules osseuses, des osteoblastes, cellules de Merkel d'origine sanguine, 

15 normales ou g6n6tiquement modifies ou malignes, 

11. Utilisation selon la revendication 9 ou 10, caracterisee en ce que la 
couche poreuse contient des fibroblastes normaux, g6n6tiquement modifies ou 
malins, et la membrane sensiblement compacte contient des cellules vivantes 
normales ou g6n6tiquement modifies ou malignes, en particulier choisies parmi 

20 des keratinocytes, des melanocytes, des cellules de Merkel d'origine sanguine, des 
cellules de langerhans d'origine sanguine, des sdbocytes, des cellules d'origine 
sanguine, des cellules nerveuses. 

12. Utilisation selon Tune des revendications 8 a 1 1, caracterisee en ce 
que la compression pr6citee de i'eponge collag6nique tr£s fortement comprim6e 

25 est realisee a une pression minimum 6gale a environ 50 bars (50. 10 5 Pa), de 
preference comprise entre 50 bars (50.10 5 Pa) et 200 bars (200.10 5 Pa), cette 
compression ayant eventuellement ete realisee a ime temperature comprise entre 
20°C et 80°C, encore mieux entre 40°C et 60°C. 

13. Utilisation selon Tune des revendications 8 a 12, caracterisee en ce 
30 que la membrane sensiblement compacte est preparee prealablement a la 

combinaison avec la couche poreuse, de preference comprenant une 6ponge 
collagenique, en particulier en pr6parant la membrane et en la d6posant sur un gel 
collag6nique avant que Tensemble ne soit congeie et lyophilise. 

14. Support destine a Tingenierie tissulaire, caracteris6 en ce qu'il 
35 comprend du collagene tel que defini a l*une quelconque des revendications 

precedentes. 
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15. Biomateriau, par exemple sous la forme (Tun tissu conjonctif 
reconstitue, ou de peau reconstitute, caracterise en ce qu'il a ete prepare a partir du 
coliagene tel que defini a Tune quelconque des revendications precedentes, 
avantageusement ce biomateriau comprenant des cellules soit obtenues 
5 sensiblement exclusivement k partir de sujets jeunes, soit obtenues sensiblement 
exclusivement & partir de sujets ages, en particulier pour 6tudier ie processus du 
vieillissement tissulaire et en particulier cutane et eventuellement tester l'efficacit6 
d'ingrfdients actifs sur ce processus. 
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